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RESUMO
Lentigo Maligno ou melanoma in situ das áreas fotoexpostas é uma lesão cutânea 
que acomete indivíduos de pele de cor clara, preferencialmente na região da cabeça 
e pescoço. Quando invade a derme é chamado de lentigo maligno-melanoma. A sua 
delimitação histológica é controversa devido à subjetividade na interpretação dos 
achados  microscópicos.  A  análise  da  vasculatura  peritumoral  pode  ajudar  a  
diferenciar áreas tumorais de áreas livres de tumor, já que a angiogênese induzida 
por  neoplasia  está  bem  estabelecida  neste  contexto,  assim  como  o  índice  de 
proliferação dos melanócitos, uma vez que é conhecido que o mesmo geralmente é 
maior nos melanomas em comparação com o da pele sem tumor. O  objetivo deste 
estudo  foi  comparar  a  vasculatura  peritumoral  e   o  índice  de  proliferação  de 
melanócitos do lentigo maligno e lentigo maligno-melanoma com a pele adjacente 
não  neoplásica e  pele danif icada pelo sol  (controle).  Quarenta  e  três casos  de  
r e s secção   d e   l en t igo   m a l i g n o   e   l en t igo   m a l i g n o - m e l a n o m a   ( 3 3   e   10 ,  
respectivamente)  foram  selecionados  retrospectivamente.  Foi  realizada  imuno- 
histoquímica com o anti-CD31 e anti-CD105 para avaliar a vascularização. A dupla 
marcação do índice de proliferação de melanócitos foi realizada utilizando-se o anti- 
Melan-A em conjunto com o anti-Ki-67. A grade óptica de Chalkley foi usada para a 
quantificação dos vasos. Células duplamente marcadas com anti-Melan-A e anti- 
Ki-67 foram contadas nos 1) tumores, 2) junto à margem livre e 3) peles controle. As 
variáveis categóricas foram comparadas usando os testes qui-quadrado, exato de 
Fisher ou McNemar. Variáveis numéricas foram comparadas pelos testes de Mann- 
Whitney, Kruskal Wallis e Spearman. A quantificação da microvasculatura sob os 
melanomas, por meio do CD31 e CD105, foi maior que nas margens dos mesmos 
espécimes e maior que na pele controle, com maior densidade para CD31 que para 
CD105. A média de melanócitos em proliferação, duplamente marcados, foi maior 
nos  melanomas  que  na  pele adjacente livre de  tumor  e  nas  peles-controle.  A s  
amostras de  pele-controle mostraram, pelo CD31,  o  maior número de vasos na  
região  da  cabeça  e  pescoço,  com  uma  correlação  positiva  entre  o  índice  de 
proliferação melanocítica e a vasculatura. A presença de neovascularização (CD105) 
e melanócitos em proliferação (Ki67 + / MelanA +) são achados suspeitos para o 
lentigo  maligno  /  lentigo  maligno-melanoma,  ajudando  a  delinear,  diagnosticar  e
avaliar as margens do tumor. O diagnóstico diferencial entre hiperplasia melanocítica 
e melanoma e a avaliação das margens deste último deve levar em consideração 
todos os achados suspeitos. Sempre que possível, a pele danificada pelo sol e livre 
de lesões, do mesmo indivíduo, deve ser comparada para identificar o padrão de 
hiperplasia melanocítica, com o intuito de minimizar a sobreposição dos achados 
suspeitos  de  lentigo  maligno  com   os  da  hiperplasia  melanocítica  da   pele 
fotodanificada.
Palavras-chave: Lentigo maligno. Melanoma. Margem cirúrgica. Vasculatura. Índice 
de proliferação.
ABSTRACT
Lentigo Maligna or melanoma in situ of photoexposed areas is a cutaneous lesion 
affecting light-colored skin individuals, preferably in the head and neck region. When 
it invades dermis it is called lentigo maligna melanoma. Their histological delimitation 
is controversial due to subjectivity. Analysis of peritumoral vasculature may help to 
differentiate tumor areas from tumor-free areas, as neoplasia-induced angiogenesis 
in such scenario is well established, as well as the proliferation index of melanocytes, 
since it is known that this index are generally higher in melanomas than in non- 
melanoma skin. The aim of this study was to compare the peritumoral vasculature 
and  melanocyte  proliferation  index  of  the  lentigo  maligna  and  lentigo  maligna 
melanoma  with  that  of  the  adjacent  non-neoplastic  skin  and  sun-damaged  skin 
(control).  Forty-three  resection  cases  of  lentigo  maligna  and  lentigo  maligna 
m e l a n o m a   ( 3 3   a n d   1 0 ,   r e s p e c t i v e l y )   w e r e   s e l e c t e d   r e t r o s p e c t i v e l y.  
Immunohistochemistry  was  performed  for  anti-CD31  and  anti-CD105  to  assess 
vascularization. Melanocytes proliferation index double labeling was performed using 
the anti-Melan-A and anti-Ki-67. The Chalkley optical grid was used to quantify blood 
vessel hotspots. Doubly labeled cells with anti-Melan-A and anti-Ki-67 were counted 
based on 1) tumor, 2) free margin and 3) control skin. Categorical variables were 
compared using Chi-square, Fisher’s exact or McNemar’s tests. Numerical variables 
were  compared  using  Mann-Whitney,  Kruskal  Wallis  and  Spearman’s  tests. 
Microvasculature quantification under the melanomas, for both CD31 and CD105, 
was greater than at the margins of the same specimens and greater than control 
skin, with higher density for CD31 than CD105. The mean number of double-labeled 
proliferating melanocytes within the melanomas was greater than at the adjacent free 
skin and control skin. The control skin samples showed the highest CD31-positive 
vasculature  in  the  head  and  neck  region,  with  a  positive  correlation  between 
melanocytic proliferation index and vasculature. The presence of neovascularization 
(CD105) and proliferating melanocytes (Ki67+/MelanA+) are suspicious findings for
lentigo  maligna  /  lentigo  maligna  melanoma,  helping  to  outline,  diagnose  and 
evaluate tumor margins. The differential diagnosis with melanocytic hyperplasia and 
evaluation of margins should take into account all suspicious findings. Whenever 
possible,  lesion-free  sun-damaged  skin  from  the  same  individual  should  be 
compared to identify melanocytic hyperplasia patterns, to minimize overlapping of 
suspicious lentigo maligna findings with those of melanocytic hyperplasia on sun- 
damaged skin.
Keywords: Lentigo maligna. Melanoma. Surgical margin. Vasculature. Proliferation 
index.
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1. INTRODUÇÃO
O   Lentigo  Maligno  (LM),  ou  melanoma  (MM)  in  situ  das  áreas 
fotoexpostas, é um tipo de lesão que tem superfície plana, com variações de cor, do 
marrom  ao  negro.  Ocorre  e m   indivíduos  com   a  pele  de  cor  clara,  quase 
exclusivamente em caucasianos, com histórico de acentuadas queimaduras solares, 
preferencialmente e m  áreas c o m o  a  cabeça e  pescoço,  b e m  c o m o  tronco e  os  
membros superiores. Tem predileção pela face, onde é o subtipo mais comum de 
melanoma, e  por pacientes na terceira idade, sendo a  idade média de 65 anos. A 
mucosa oral e a conjuntiva podem ser acometidas quando o LM cutâneo propaga-se 
para as superfícies mucosas adjacentes. Outros termos como sarda melanótica de 
Hutchinson e melanose pré-blastomatosa de  Dubreuilh podem ser usados como 
sinônimos.1,2
Geralmente, seu crescimento é lento e gradual, com bordas irregulares. A 
partir de um dado momento, frequentemente, muitos anos após o aparecimento da 
mancha (10 a 50 anos), pode permear a membrana basal da epiderme e  atingir a  
derme, tornando-se, então, uma  forma invasora de melanoma, chamada lentigo 
maligno-melanoma  (LMM).  O  risco  de  invasão  aumenta  com  a  expansão  do 
diâmetro da lesão. Caso um nódulo, sobre a mancha, seja identificado, à clínica, a 
chance da lesão já se encontrar na fase vertical de crescimento é de 100%. Porém, 
e m  apenas u m a  parcela dos  casos de  L M M ,  são identificadas, à  clínica, áreas 
palpáveis ou nódulos. Nas demais lesões, maculares, é  laboriosa a identificação das 
variáveis  que  norteiam  a  conduta,  um  forte  argumento  em  favor  das  cirurgias 
excisionais.2
As características histopatológicas do LM e componente “in situ” do LMM 
incluem proliferação atípica de melanócitos uni/multinucleados ao longo da camada 
basal da epiderme e  estruturas anexais, arranjados e m  unidades isoladas ou em 
pequenos ninhos, elastose solar dérmica e atrofia da epiderme (figuras 1 e 2).2
As opções de tratamento para o LM abrangem modalidades destrutivas 
como crioterapia, eletrocoagulação e curetagem, cirurgia a laser, radioterapia e 5- 
fluorouracil  (5-FU).  Porém,  essas  técnicas  não  são  recomendáveis  devido  às 
elevadas taxas de recidiva, que variam de 20% a 100%. Por isso, a excisão peri-
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Figura 1. Lentigo maligno (hematoxilina e eosina). Distribuição lentiginosa dos melanócitos atípicos, 
com eventual formação de ninho juncional (B), extensão anexial (A à direita e C) e migração para 
estratos  epidérmicos  suprabasais.  Epiderme  com  camada  espinhosa  relativamente  delgada 
(descrita  como  “atrófica”)  e  evidente  elastose  solar.  Derme  papilar  com  fibrose,  incontinência 
pigmentar e leve proliferação vascular (B e C).
lesional tem sido o método mais indicado para o tratamento do LM. Para o LMM, o 
tratamento é, preferencialmente, cirúrgico. Uma vantagem da ablação cirúrgica é 
que, nesta, pode ser ressecada toda a derme, incluindo os anexos, que podem estar 
colonizados por melanócitos malignos, evitando que estes repovoem a epiderme
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após um tratamento superficial, como com o 5-FU, por exemplo. Outras vantagens 
da excisão cirúrgica seriam o exame histológico de toda a lesão, surpreendendo 
possível  invasão  não  suspeitada  da  derme  e  permitir  avaliação  histológica  das 
margens.
Figura 2. Lentigo maligno-melanoma (hematoxilina e eosina). Na epiderme, achados idênticos aos do 
LM  acrescidos  de  componente  invasor,  constituído  predominantemente  por  melanócitos  atípicos 
fusiformes infiltrando a derme alta.
No entanto a delimitação histológica dos LMs e LMMs é fonte de debates 
na literatura científica, uma  vez que se trata de tarefa relativamente subjetiva e  
difícil. Freqüentemente, os melanócitos neoplásicos estendem-se histológicamente 
além da delimitação clínica da área pigmentada, o  que contribui para as altas taxas 
de recidiva.1 Está descrita, na periferia de melanomas, a presença de proliferação de 
melanócitos atípicos solitários com comportamento biológico ainda não determinado. 
É  possível que parte deles apresente, tão somente, anormalidades morfológicas, 
porém, é também possível que alguns já tenham sofrido transformação maligna e
21
continuem a  se dividir. Também se desconhece qual a  distância que as células 
transformadas alcançam fora da margem clínica da lesão.
Destaca-se  pela  importância  diagnóstica  e   ao  mesmo  tempo  pela 
dificuldade,  a   distinção  das  células  neoplásicas  dos  LMs  e  do  componente 
intraepidérmico  dos  LMMs  de  melanócitos  hiperplásicos  que  ocorrem  na  pele 
cronicamente exposta ao  sol, os  quais, por  vezes, exibem atipias associadas ao  
dano actínico. Sabe-se que o  número de melanócitos aumenta com a exposição 
crônica ao sol, chegando ao  dobro da  frequência, e m  relação à  pele normal  ou  
coberta, assim como no caso de um L M  inicial ou em áreas dos LMs e LMMs já 
estabelecidos,  incluindo  a  periferia.3,4   Vários  dos  achados  descritos  nos  LMs  já 
foram  relatados  na  hiperplasia  melanocítica  (HM)  secundária  à  exposição  solar, 
como  por  exemplo  aumento  da  densidade  de  melanócitos,  confluência  de 
melanócitos, formação de ninhos, migração para estratos suprabasais, extensão 
para anexos, distribuição irregular dos melanócitos ou do pigmento de melanina, 
pleomorfismo e  atipia nuclear (figuras 3, 4, 5 e 6).5,6  A dificuldade em diferenciar 
melanócitos  de  natureza  benigna  daqueles  de  natureza  maligna  se  reflete  na 
determinação  da  medida  das  margens  cirúrgicas,  dado  este  que  deve  constar 
obrigatoriamente  nos  laudos  anatomopatológicos  de  espécimes  de  excisão  de 
qualquer MM.
A busca de novas ferramentas para a identificação precisa da extensão 
periférica real dos LMs e LMMs é de extrema importância. A taxa de recidiva em 
lesões que, se pensava, haviam sido removidas de  forma completa,  é  de 31%. 1 
Porém,   a   necessidade  da   exérese  completa   dos   melanócitos  neoplásicos,  
balanceada com a questão estética, resultou numa proposta de margens cirúrgicas 
para LM  e L M M  mais estreitas. Como foi dito, há preferência do tumor pela face 
onde é imperativo preservar estruturas anatômicas importantes, como o globo ocular 
e  seus  anexos  e  por  razões  cosméticas.1,2   O   Conselho  de  Saúde  Nacional  e  
Pesquisa  Médica  da  Austrália,  país  de  população  caucasiana  e  localização 
geográfica  de  baixa  latitude,  publicou  diretrizes  para  a  conduta  em  melanomas 
cutâneos primários e recomenda margens cirúrgicas de 5 m m  para lesões in situ 
(como  é  o  LM),  de  10  mm  para  melanoma  invasor  com  profundidade  (medida 
micrométrica de Breslow) menor que 1 mm (como o LMM fino) e de 20 mm para 
neoplasias   invasoras   c o m   profundidade   (Bres low)  d e   1   a   4   m m .   Essas
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recomendações amparam um compromisso aceitável entre alcançar o  controle da 
lesão no  local e conservar o  tecido saudável.  Entretanto, essas recomendações 
foram  estabelecidas  para  melanomas  do   tronco  e   não  são  especificamente 
aceitáveis para tumores na cabeça, pescoço e mãos.1
A B
C
Figura 3. Hiperplasia melanocítica em pele fotodanificada (hematoxilina e eosina). Proliferação 
lentiginosa de melanócitos atípicos, por vezes com confluência celular e extensão anexial.
Embora o LM e o LMM apresentem uma imprevisível extensão subclínica 
característica e  como eles apresentam-se comumente  e m  locais como cabeça e  
pescoço, excisões cirúrgicas nessas regiões são frequentemente reduzidas já que 
um adicional de 0,5cm a 1,0cm de pele normal não é facilmente alcançado.2   No 
entanto, pelo que foi dito acima, excisões completas de LM e LMM aparentemente 
requerem margens mais amplas que as atualmente recomendadas nas diretrizes do 
Conselho de Saúde Nacional e Pesquisa Médica da Austrália.
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Figura 4. Hiperplasia melanocítica em pele fotodanificada (hematoxilina e eosina). Proliferação de 
melanócitos atípicos, com distribuição irregular e extensão anexial.
Um parâmetro que possivelmente ajudaria a diferenciar áreas tumorais de 
áreas livres é a vasculatura peritumoral, devido às alterações dérmicas ocasionadas 
pela angiogênese tumoral. Um marcador relativamente novo de neoangiogênese, o 
CD105, é uma glicoproteína de membrana expressa em células endoteliais humanas 
em proliferação e regulada por hipóxia7,8, o que a torna um importante identificador 
seletivo de vasos neoformados, não sendo expressa em vasos pré-existentes.9,10 
Assim, a  questão sobre qual a  proporção da rede vascular do  tumor é  devida a  
vasos normais pré-existentes ou a vasos neoformados, que realmente representa a 
angiogênese  tumoral,  estaria  resolvida.11 Logo,   tem  sido  sugerido  que   os
marcadores preferencialmente expressos em vasos neoformados, como o CD105, 
seriam mais apropriados para quantificar essa angiogênese.12,13 Neste contexto, em 
trabalhos relativamente recentes, a microdensidade vascular para CD105 foi mais 
indicativa de angiogênse tumoral.10,14
Outro parâmetro que poderia auxiliar seria o índice de proliferação dos 
melanócitos, avaliado por meio de estudo imuno-histoquímico. A diferença entre os 
índices de proliferação dos melanócitos intratumorais dos localizados na epiderme
24
Figura 5. Hiperplasia melanocítica em pele fotodanificada (hematoxilina e eosina). Proliferação de 
melanócitos atípicos, com migração para estratos suprabasais da epiderme. Pleomorfismo celular, 
alguns elementos com bi ou trinucleação.
A B C
Figura  6.  Hiperplasia  melanocítica  em  pele  fotodanificada  (hematoxilina  e  eosina).  Melanócitos 
atípicos, com cariomegalia, multinucleação, por vezes com nucléolo evidente e alguns elementos em 
estratos suprabasais da epiderme. Na imagem B nota-se melanócito multinucleado, com núcleos na 
periferia da célula, também chamado de “starburst melanocyte”. Na imagem C nota-se formação de 
pequeno ninho juncional (seta).
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adjacente livre de tumor poderia contribuir para a delimitação desta neoplasia. Além 
disso essa avaliação pode acrescentar dados para o entendimento sobre a evolução 
e crescimento deste tumor. As  células neoplásicas tendem a  crescer de  maneira 
acelerada  e   descontrolada  ao  escapar  dos  mecanismos  locais  de  controle  do 
crescimento, porém parecem não o fazer diminuindo a duração de seu ciclo celular, 
mas  aumentando  sua  fração de  crescimento,  que  seria a  proporção de  células 
neoplásicas que continuam se proliferando ao invés de se diferenciar ou evoluir para 
a  morte  celular15.  Dessa  maneira,  avaliar  a  fração  proliferativa  dos  melanócitos 
intratumorais e dos melanócitos nas margens livres poderia revelar alguma diferença 
significante.  O   marcador  de  proliferação  que  utilizamos  foi  o  Ki-67,  que  exibe 
marcação imuno-histoquímica nuclear. Para nos certificarmos de  que as células 
marcadas são realmente melanócitos, realizamos dupla marcação, utilizando, além 
do marcador de proliferação, um marcador de melanócitos, no caso o Melan-A. Este 
também conhecido como MART-1 (“menaloma antigen reconized by T cells”), é um 
marcador citoplasmático de melanócitos normais, melanócitos névicos e melanócitos 
malignos (melanomas).16 Esta dupla marcação imuno-histoquímica torna a avaliação 
mais acurada. Ao marcarmos os núcleos dos melanócitos em proliferação, serão 
também marcados os ceratinócitos da  camada basal da epiderme, usualmente em 
constante  proliferação,  podendo  tal  fato  funcionar  como  fator  confundidor  no 
momento  da  leitura  das  lâminas.  A  dupla  marcação  é  útil  para  distinguirmos 
melanócitos em proliferação de ceratinócitos em proliferação (figura 7).
O  Ki-67  é  uma  proteína  nuclear  relacionada  com  a  organização  e  
manutenção da arquitetura do DNA e síntese de ribossomos durante a mitose17, cuja 
expressão nuclear é identificada nas fases celulares G1, M, G2 e S, mas não em G0 
– a fase de repouso.16 Uma aumentada expressão de Ki-67 em MMs cutâneos está 
fortemente relacionada com a espessura do tumor, presença de ulceração, necrose 
tumoral,  nível  de  invasão  de  Clark  e  presença  de  invasão  vascular,  podendo 
funcionar assim como um indicador de prognóstico.15,18 Além disso, esse aumento 
também tem sido relacionado com o potencial maligno de nevos congênitos15 e com 
a distinção entre lesões benignas e malignas.19
Justificativa:
Quando  patologistas  examinam  um  LM,   eles  têm  de  determinar,
exatamente,  onde  o  tumor  se  encerra,  para  que  seja  possível  medir  a  menor
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distância entre o fim do tumor (local onde se alojam as ultimas células neoplásicas) 
e a margem cirúrgica. Se a margem for pequena demais, o  paciente pode ter que 
ser encaminhado a uma nova cirurgia, para ampliação da margem prévia. Devido à 
carência  de  uma  técnica  que  permita  a  distinção  entre  melanócitos  grandes  e 
atípicos  hiperplásicos,  habitualmente  presentes  na  pele  elastótica,  das  células 
malignas dos LMs/LMMs, os patologistas são obrigados, muitas vezes, a determinar 
a  medida  de  forma  pouco  segura  e  com  alto  grau  de  subjetividade.  É  preciso 
encontrar parâmetros que sirvam como uma ferramenta confiável para discriminar, 
mais precisamente, até que ponto chega o tumor, para que os patologistas possam 
precisar a área a ser excisada, determinando a  menor margem cirúrgica da forma 
mais acurada possível. Ainda, tais parâmetros poderiam auxiliar a  determinar o  
diagnóstico dos LMs e LMMs  em amostras incisionais, as quais usualmente são 
restritas quando de tumores localizados na face.
Figura 7. Melanócito em proliferação com citoplasma corado em vermelho (MelanA) e núcleo em 
marrom (Ki67) (seta); ceratinócito em proliferação com núcleo em marrom (Ki67) (cabeça de seta); 
ceratinócito com melanina intracitoplasmática (*).
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral:
Es tuda r,   p o r   m e i o   d e   i m u n o m a r c a d o r e s   h i s t oqu ímicos ,   s e   a  
microvasculatura  dérmica  superficial  e  o  índice  de  proliferação  de  melanócitos 
auxiliam na delimitação de melanomas do tipo lentigo maligno / lentigo maligno 
melanoma.
2.2. Específicos:
a) Comparar a  vasculatura da derme sob os melanomas (lentigo maligno e lentigo 
maligno-melanoma)  com  a  da  pele  adjacente  sem  melanoma  (junto  à  margem 
cirúrgica),  por  meio  de  estudo  imuno-histoquímico,  empregando  os  marcadores 
CD31 e CD105;
b) Comparar a vasculatura da derme sob os melanomas (lentigo maligno e lentigo 
maligno-melanoma) com a da pele-controle (fotodanificada), por meio de estudo 
imuno-histoquímico, empregando os marcadores CD31 e CD105;
c) Comparar  a vasculatura da  derme sob o  lentigo maligno com a sob o lentigo 
maligno-melanoma,  por  meio  de  estudo  imuno-histoquímico,  empregando  os 
marcadores CD31 e CD105;
d)  Comparar  o  índice  de  proliferação  dos  melanócitos  nos  melanomas  (lentigo 
maligno e lentigo maligno-melanoma) com o dos melanócitos da epiderme adjacente 
sem melanoma (junto a margem cirúrgica), por meio de estudo imuno-histoquímico, 
por meio de dupla marcação, utilizando-se os marcadores Melan-A e Ki-67;
e)  Comparar  o  índice  de  proliferação  dos  melanócitos  nos  melanomas  (lentigo 
maligno e lentigo maligno-melanoma) com o dos melanócitos da epiderme da pele- 
controle (fotodanificada), por meio de estudo imuno-histoquímico, empregando dupla 
marcação, utilizando-se os marcadores Melan-A e Ki-67;
f) Correlacionar os dados coletados da vasculatura com os índices de proliferação;
g) Correlacionar os dados coletados da vasculatura e índices de proliferação com os 
seguintes  dados  anatomopatológicos:  maior  diâmetro  do  tumor,  tamanho  do 
espécime, área aproximada do espécime, menor margem lateral, ulceração, nível 
microanatômico de Clark e medida micrométrica de Breslow;
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h) Correlacionar os dados coletados da vasculatura e índices de proliferação com os 
seguintes dados clínicos: margem à cirurgia, duração da lesão, histórico de outros 
tumores cutâneos, idade, cor, sexo, topografia, tempo de seguimento pós-cirúrgico.
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3. METODOLOGIA
3.1. Sujeitos:
Foram selecionados, retrospectivamente, do arquivo do Laboratório de 
Anatomia  Patológica  do   Hospital  de  Clínicas  da  Universidade  Estadual  de 
Campinas, no período de 1993 a 2009, 43 espécimes de exérese de LM e LMM (33 
e 10, respectivamente), com margens cirúrgicas livres na avaliação histopatológica e  
sem historia de recorrência local (duração do seguimento pós-cirúrgico em anos: 
média 7,7, mediana 6,0), e 37 espécimes de pele-controle (PC), com diagnósticos 
outros que não o de lesão melanocítica e com sinais histológicos de exposição solar 
crônica,  especialmente  elastose  solar  dérmica.  Foram  selecionados  apenas  os 
casos de LM e LMM com intervalo entre a excisão cirúrgica e o presente estudo de 
pelo menos  cinco anos, com o intuito de aumentar a  chance de que as margens 
interpretadas como livres à analise histopatológica, realmente estivessem livres de 
MM. Os casos de LM/LMM com suspeita de recorrência local anotada no prontuário 
médico,  confirmada  ou  não,  foram  excluídos.  A s   amostras  de  PCs   foram 
intencionalmente semelhantes às dos casos de LMs/LMMs em relação a cor, sexo e 
idade dos indivíduos e topografia da amostras.
Todas as lâminas de todos os casos de LM e LMM foram revisadas sob 
microscopia ótica. Foram selecionadas as lâminas dos casos que apresentavam 
cortes do tumor e pele não tumoral adjacente com margem cirúrgica lateral livre. 
Foram anotados os seguintes dados anatomopatológicos dos laudos originais:
1- Maior diâmetro do espécime;
2- Área aproximada do espécime;
3- Maior diâmetro do tumor;
4- Medida da menor margem lateral; 
5- Presença ou não de ulceração;
6- Nível microanatômico de Clark; 
7- Medida micrométrica de Breslow.
Todas  as  l âminas  d e  todas  as  amos t ras  d e  P C  fo ram revisadas  sob  
microscopia ótica. Foram selecionadas as PCs que continham pele não tumoral com 
sinais histológicos de exposição crônica ao sol.
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Foram anotadas, dos prontuários médicos de cada paciente, as seguintes
variáveis clínicas:
1- Data de nascimento; 
2- Data do diagnóstico; 
3- Cor;
4- Sexo;
5- Local anatômico do espécime;
6- Data da última consulta (para os pacientes com LM/LMM).
3.2. Imuno-histoquímica:
Foi realizada utilizando-se os blocos de parafina referentes às lâminas 
selecionadas,  contendo  pele  previamente  fixada  em   solução  tamponada  de 
formaldeído a 10%. Foram retirados cortes finos, com 4 micrômetros de espessura, 
em micrótomo apropriado (Leica RM2125). Os cortes foram colocados em banho- 
maria e em seguida coletados em lâminas previamente silanizadas. Foram utilizados 
anticorpos  primários  e  sistemas  de  revelação  da  Dako.  Controles  negativos  e 
positivos apropriados estavam presentes em cada ensaio.
Para  a  quantificação  dos  microvasos  foram  utilizados  os  anticorpos 
primários anti-CD31 (clone JC70A) e o anti-CD105 (clone SN6h), monoclonais, de 
camundongo anti-humano, nas diluições de 1:30 e 1:10 respectivamente. As lâminas 
silanizadas, com os cortes histológicos, foram tratadas para desparafinização e m  
soluções de xilol a temperatura ambiente; em seguida foram imersas em soluções 
alcoólicas e posteriormente lavadas com água; realizado o bloqueio da peroxidase 
endógena  com  peróxido  de  hidrogênio;  após  serem  lavadas  com  água,  foram 
tratadas para  recuperação antigênica: térmica para  a  marcação c o m  o  C D 3 1  –  
colocadas em solução com tampão citrato (pH 6,0) e aquecidas em panela de vapor 
a 95˚C e enzimática para a  marcação com o CD105 –  pepsina a 4%  em estufa a  
37˚C; após esfriar foram lavadas em água e submersas em solução tampão salina; 
após  secar  foi  aplicado  o  anticorpo  primário  específico,  previamente  diluído,  e 
incubado em câmara escura e úmida a 37˚C por 30 minutos; em seguida as lâminas 
foram mantidas refrigeradas, e m  geladeira (4˚C a 8˚C), de  u m  dia para o  outro 
(overnight).  A  revelação  foi   feita  por   meio   do   s is tema  Advance ,  com   a  
diaminobenzidina (DAB).
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Para  o  índice  de  proliferação  dos  melanócitos  foram  utilizados  os 
anticorpos  primários  anti-Melan-A  (clone  A103)  e  o  anti-Ki-67  (clone  MIB-1), 
monoclonais,  de  camundongo  anti-humano,  nas  diluições  de  1:800  e  1:100 
respectivamente, juntamente com o kit de dupla marcação EnVision-G2. As lâminas 
silanizadas com os cortes histológicos foram tratadas para desparafinização e m  
soluções de xilol a temperatura ambiente; em seguida foram imersas em soluções 
alcoólicas e posteriormente lavadas com água; realizado o bloqueio da peroxidase 
endógena  com  peróxido  de  hidrogênio;  após  serem  lavadas  com  água,  foram 
tratadas para recuperação antigênica com o tris-edta (pH 9,0), aquecidas em panela 
a  vapor  a  97°C;  após  esfriar fo ram lavadas e m  água  e  submersas  e m  solução 
tampão salina a pH 7,4; após secar foi realizado o bloqueio de reação inespecífica, 
por meio do bloqueador universal - caseína - na estufa a 37°C por 30 minutos; foi 
então  aplicado  o  primeiro  anticorpo  primário  específico  (anti-Ki-67),  previamente 
diluído, e incubado em câmara escura e úmida a 37˚C por 30 minutos; em seguida 
as lâminas foram mantidas refrigeradas, em geladeira (4˚C a 8˚C), de um dia para o 
outro (overnight).
No dia seguinte as lâminas eram lavadas em solução tampão salina a pH 
7,4, secadas e  o  s is tema de  detecção era pingado,  sendo realizada a  revelação 
utilizando-se o  DAB (coloração marrom), em uma mistura de 1 parte de cromógeno 
para 50 partes de diluente; as  lâminas eram então lavadas em água e enxugadas 
com papel filtro; pingava-se o bloqueador de reação inespecífica da dupla marcação 
e incubava-se a 26°C por 30 minutos, lavando-se em seguida em solução tampão 
salina a pH 7,4; após secar, o segundo anticorpo primário (anti-Melan-A) era então 
pingado e  as lâminas eram incubadas em câmara úmida e escura a 37°C por 30 
minutos; em seguida foram mantidas refrigeradas, em geladeira (4˚C a 8˚C), de um 
dia para o outro (overnight).
No terceiro dia de reação, as lâminas eram lavadas em solução tampão 
salina a pH 7,4 e secadas com papel filtro; pingava-se o polímero ligado à fosfatase 
alcalina e deixavam-se as lâminas na estufa a 26°C por 30 minutos; elas eram então 
novamente lavadas em solução tampão salina a pH 7,4 e tratadas para revelação 
com o  Permanent  Red  (coloração vermelha),  pingando a  mistura de  1  parte de 
cromógeno para 100  partes de  diluente e  deixando-as na  estufa a  26°C por  30
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minutos; a montagem foi feita em meio aquoso (Aquatex), sem desidratação com 
solventes orgânicos.
3.3. Avaliação da vasculatura dérmica:
Cada lâmina de tumor imunomarcada com o anti-CD31 e  com o anti- 
CD105 foi totalmente avaliada em pequeno aumento (40x), sendo identificadas as 
três áreas com maior quantidade de microvasos (“hotspots”), três sob cada LM/LMM 
e três junto à margem lateral livre (FM), nesta ultima respeitando uma distância de 
até  2mm  da  borda  do  fragmento  (figura  8);  cada  lâmina  de  PC  foi  totalmente 
avaliada em pequeno aumento (40x), sendo identificadas as três áreas com maior 
quantidade de microvasos (“hotspots”). Em cada hotspot, em campos de aumento 
de 320x, foi aplicada a gratícula óptica de Chalkley com 25 pontos de intersecção e 
área correspondente de 0,071mm2 (gratícula acoplada à ocular Carl Zeiss Kpl 8x). A 
gratícula  foi  posicionada  de  maneira  a  permitir  que  os  vasos  marcados  com  a 
técnica  imuno-histoquímica  atingissem  o  máximo  número  de  pontos  (figura  9). 
Foram  considerados  vasos  marcados,  aqueles  com  células  endoteliais  com 
coloração  marrom  da  membrana  e/ou  citoplasma.  Cada  ponto  da  gratícula  que 
atingia  u m   microvaso  marcado  pelo  C D 3 1   ou   pelo  C D 1 0 5   foi  contado,  
independentemente da  presença de  lume vascular visível, para que não fossem 
excluídos os diminutos vasos em formação. Foram considerados apenas os vasos 
localizados superficialmente ao plexo vascular superficial cutâneo, incluindo este 
plexo.  Para  a  análise,  calculou-se  a  média  das  três  pontuações  mais  altas  de 
Chalkley para cada região. Os dados referentes ao CD105 foram categorizados em 
a=0  e  b≥1, para  a lgumas  das  análises estatísticas. O  mé todo  da  con tagem de  
Chalkley  é  reconhecido  como  padrão  para  a  quantificação  da  angiogênese  em 
tumores sólidos.20
Figura 8. Locais de avaliação da densidade microvascular nos espécimes de excisão de LMs/LMMs.
 A
B
Figura 9. Gratícula de Chalkley (A); aplicação da gratícula em corte de LM, corado pelo CD105, 
numa área na qual quatro pontos da gratícula estão atingindo células endoteliais coradas de 
marrom (setas) (B).
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3.4. Avaliação do índice de proliferação:
As células duplamente marcadas com o anti-Melan-A (citoplasma corado 
de vermelho) e o anti-Ki-67 (núcleo corado de marrom), ou seja, melanócitos em 
proliferação, foram contadas como descrito a seguir. Nas lâminas dos casos de LM e 
LMM: 1- “Periferia do tumor”: o corte foi examinado a partir da margem cirúrgica 
livre, pintada c o m  nanquim, e m  direção ao  tumor;  assim que  era encontrado o  
primeiro campo com características morfológicas compatíveis com neoplasia, era 
feita a contagem em um segmento de epiderme de 0,5mm; nas lâminas com mais 
de um corte apresentando área com critérios para ser denominada como “periferia”, 
foram  feitas  as  contagens  em  todas  essas  áreas  e  considerada  a   com  maior 
contagem. 2- “Tumor não-periferia”: qualquer área com características morfológicas 
compatíveis com neoplasia, porém sem os demais critérios definidos para “periferia 
do  tumor”;  cada corte da  neoplasia foi  aval iado e  detectada a  área c o m  maior  
densidade de células intraepidérmicas duplamente marcadas,  sendo realizada a  
contagem nessa área, num segmento de epiderme de 0,5mm. 3- “Margem lateral 
livre” (FM): a margem livre de cada corte foi avaliada em um segmento de epiderme 
de  0,5mm,  a  partir  da  margem  cirúrgica,  usualmente  pintada  com  nanquim,  e 
considerada a com maior contagem. (Figura 10). Nas lâminas de PC: cada lâmina foi 
totalmente  examinada  e   detectada  a   área  com  maior  densidade  de   células 
intraepidérmicas duplamente marcadas,  sendo realizada a  contagem nessa área, 
num segmento de epiderme de 0,5mm. Para algumas das análises estatísticas, os 
dados foram categorizados em a=0 e b≥1.
Figura 10. Locais de avaliação do índice de proliferação melanocítica nos espécimes de excisão de 
LMs/LMMs.
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3.5. Metodologia Estatística:
Para  comparação  das  variáveis  categóricas  foi  utilizado  o  teste  Qui- 
quadrado e, quando necessário, o  exato de Fisher ou McNemar. Para comparação 
das variáveis numéricas foram utilizados os testes de Mann-Whitney e  Kruskal- 
Wallis.  Para  o  estudo  da  relação  entre  as  variáveis  numéricas  foi  utilizado  o 
coeficiente de correlação de Spearman. O nível de significância adotado foi de 5%.
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Abstract
Lentigo Maligna (LM) is the most common subtype of melanoma in the face. When it 
invades  dermis  it  is  called  lentigo  maligna  melanoma  (LMM).  Their  histological 
delimitation is controversial due to subjectivity. Analysis of peritumoral vasculature 
and proliferation index of melanocytes may help to differentiate tumor areas from 
tumor-free  areas,  as  neoplasia-induced  angiogenesis  in  such  scenario  is  well 
established, as well as the higher proliferation index of melanocytes in melanomas. 
We compare the peritumoral vasculature and melanocyte proliferation index of the 
LM and LMM with that of the adjacent non-neoplastic skin and sun-damaged skin 
(control). Forty-three resection cases of LM and LMM were selected retrospectively. 
Immunohistochemistry  was  performed  for  anti-CD31  and  anti-CD105  to  assess 
vascularization. Melanocytes proliferation index double labeling was performed using 
the anti-Melan-A and anti-Ki-67. The Chalkley optical grid was used to quantify blood 
vessel hotspots. Doubly labeled cells with anti-Melan-A and anti-Ki-67 were counted 
at tumor, free margin and control skin. Microvasculature quantification under the 
melanomas, for both CD31 and CD105, was greater than at the margins of the same 
specimens  (p<0.0001;  p=0.0001)  and  greater  than  control  skin  (p=0.0016; 
p=0.0027), with higher density for CD31 than CD105. The mean number of double- 
labeled proliferating melanocytes at the melanomas periphery was greater than at 
the adjacent free skin and control skin (p=0.0011). The control skin samples showed 
the highest CD31-positive vasculature in the head and neck region, with a positive 
correlation between melanocytic proliferation index and vasculature. The presence of 
neovascularization  (CD105)  and  proliferating  melanocytes  (Ki67+/MelanA+)  are 
suspicious findings for LM/LMM, helping to outline, diagnose and evaluate tumor 
margins.
Keywords:  lentigo  maligna,  melanoma,  surgical  margin,  vasculature,  proliferation 
index
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Introduction
Lentigo  Maligna  (LM),  or  melanoma  (MM)  in  situ  of  photoexposed  areas,  is  a 
cutaneous lesion with a flat surface and color variations from brown to black. It 
occurs in individuals with light-colored skin, almost exclusively in Caucasians. It has a 
predilection for the face, where it is the most common subtype of melanoma, and in 
elderly individuals. It is generally a gradual slow-growing lesion with irregular edges. 
When it invades the dermis it is also known as lentigo maligna melanoma (LMM).1 
The treatment of choice is surgical excision, which results in the lowest rates of 
recurrence.1,2 Identifying the clinical margins for LM and LMM is intricate because, in 
addition  to  being  poorly  defined,  such  lesions  may  be  masked  by  ephelides, 
pigmented  actinic  keratoses,  lentigo,  nevi  and  seborrheic  keratoses.3   Neoplastic 
melanocytes often extend beyond the clinical delimitation of the pigmented area 
histologically.1 Histopathological  features  include  atypical  proliferation  of  uni/
multinucleated melanocytes along the basal layer of the epidermis and adjacent 
structures, arranged in isolated units or in nests, dermal solar elastosis and atrophic 
epidermis.1
The histological delimitation of LMs / LMMs, however, is a source of debate, since it 
is  a  relatively  subjective  and  difficult  task. This  is  mainly  due  to  the  difficulty  in 
differentiating  malignant  melanocytes  of   the  periphery  of  these  M M s   from 
hyperplastic melanocytes, usually found in the chronically sun-exposed skin, where 
these MMs occur. Melanocytic hyperplasia (MH) secondary to solar actinic damage is 
often associated with histological atypia such as caryomegaly, hyperchromatic nuclei, 
multinucleation, confluence of melanocytes and migration to suprabasal strata, which 
are also present in LMs / LMMs.1,4 The difficulty in differentiating benign melanocytes 
f rom  the  malignant  phenotype  increases  the  difficulty  in  determining  the 
measurement of the surgical margins, as this is mandatory in the pathology reports 
for MMs. Moreover, in the face region, it is imperative to preserve vital anatomical 
structures  for  both  function  and  aesthetic  reasons,  which  demands  precision  in 
delimiting the borders of the lesion.
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Analysis  of  peritumoral  vasculature  could  help  to  differentiate  tumor  areas  from 
tumor-free  areas,  as  neoplasia-induced  angiogenesis  in  such  scenario  is  a  well 
established event.5  Another possible strategy would be the proliferation index of 
malignant melanocytes compared to that of hyperplastic melanocytes, since it is 
known that malignant neoplastic cells tend to grow rapidly by escaping local control 
mechanisms.6 We used anti-CD31, considered a pan-endothelial marker (blood and 
lymphatic  vessels)  and  anti-CD105,  an  endothelial  marker  of  neoformed  blood 
vessels for the quantification of microvessels in LM or LMM excision specimens and 
of sun-damaged skin without melanocytic lesion. In these same specimens we also 
evaluated the melanocytic proliferation index via double labeling with anti-Melan-A 
and anti-Ki-67, melanocyte and dividing cell markers, respectively. The aim of this 
study was to evaluate whether the peritumoral microvasculature and the melanocytic 
proliferation index could help in the delimitation and diagnosis of LM/LMM.
Materials and methods 
Subjects
A total of 43 resection cases of LM and LMM (33 and 10, respectively) were selected 
retrospectively  from  the  Laboratory  of  Pathological  Anatomy  of  the  Hospital  de 
Clínicas of the State University of Campinas.  Case selection was  based on free 
surgical margins in the histopathological evaluation and no history of recurrence 
(mean duration of post-surgical follow-up in years: mean 7.7, median 6.0), and 37 
cases of control skin (CS) samples, with diagnoses other than melanocytic lesions 
and with histological signs of chronic sun exposure. CS samples were intentionally 
similar to those of LMs/LMMs with respect to skin color, gender and age as well as 
topography of the lesions.
All  slides  from  all  cases  of  LM  and  LMM  and  CSs  were  reviewed  under  light 
microscopy. Slides were selected from cases that showed tumor sections containing 
adjacent non-neoplastic skin with free lateral surgical margins. CSs containing non- 
neoplastic skin with histological signs of chronic exposure to the sun were selected. 
The following clinical variables were recorded from the medical records for each
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patient: date of birth, date of diagnosis, skin color, gender, anatomical site of the 
tumor and, for patients with LM/LMM, the date of the last visit. Cases of LM/LMM that 
were suspicious of local recurrence, confirmed or not, were excluded.
Immunohistochemistry
Immunohistochemistry was performed on the paraffin blocks for the selected slides 
containing skin samples fixed in 10% buffered formaldehyde solution, from which 4 
µm sections were taken and mounted on silanized slides. For the quantification of 
microvessels, the monoclonal primary mouse anti-human anti-CD31 (clone JC70A; 
dilution 1:30) and anti-CD105 (clone SN6h; dilution 1:10) were used. Visualization 
was achieved using the Advance system with diaminobenzidine (DAB). Endothelial 
cells showing membrane and/or cytoplasm staining were considered positive (figure
1). For the proliferation index of melanocytes, double labeling was performed using
the mouse anti-human anti-Melan-A (clone A103; dilution 1:800) and anti-Ki-67 (clone
MIB-1; dilution 1:100) monoclonal antibodies. The double labeling distinguishes Ki-67
immunoexpression of melanocytes from keratinocytes. Visualization was achieved
using the EnVision G2 system, where red (permanent red) represented anti-Melan-A
(cytoplasm) and brown (DAB) represented the anti-Ki-67 complex (nucleus) (figure
2). Appropriate negative and positive controls were present in each assay. 
Evaluation of dermal vasculature 
Each tumor slide immunolabelled with anti-CD31 and anti-CD105 was thoroughly 
examined at low magnification (40x) to identify three areas containing the highest 
density of micro-vessels (hotspots), being three within each LM/LMM and three along 
the lesion-free margins (FM), with the latter respecting a distance of up to 2mm from 
the  edge  of  the  fragment;  each  CS  slide  was  thoroughly  examined  at  low 
magnification (40x) and the three areas with the highest density of micro-vessels 
(hotspots) were identified. In each hotspot (320x magnification), the Chalkley optical 
grid was applied with 25 intersecting points corresponding to an area of 0.071mm2 
(grid coupled to a Carl Zeiss Kpl eyepiece at 8x). The grid was positioned so that the 
marked vessels reached the maximum number  of points. Each point of the grid
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reaching a CD31- or CD105-positive micro-vessel was counted regardless of the 
presence of visible vascular lumen so that the smallest vessels in formation were not 
excluded. Only vessels located superficially to the superficial cutaneous vascular 
plexus (included) were considered. For statistical purposes, the average of the three 
highest Chalkley scores for each region was calculated. Data for CD105 were also 
categorized as a=0 and b≥1. The Chalkley counting method is recognized as a gold 
standard for quantification of angiogenesis in solid tumors.7
Proliferation index evaluation
Doubly labeled cells with anti-Melan-A and anti-Ki-67, i.e. proliferating melanocytes, 
were counted as described below. For the LM and LMM slides: 1- "Tumor periphery": 
the section was examined from the tumor-free surgical margin (ink stained) towards 
the tumor, so that the first field with morphological characteristics compatible with 
neoplasia was used for counting in a segment of epidermis of 0.5mm; for the slides 
containing  more  than  one  section  presenting  an  area  meeting  the  criteria  of 
"periphery", cell counts were performed in all such areas though only the area with 
the  highest  count  was  considered.  2-  "Non-peripheral  tumor":  any  area  with 
morphological characteristics compatible with neoplasia, not fitting in the criteria of 
"tumor periphery": each section was evaluated and the area with the highest density 
of  double-labeled  intraepidermal  cells  was  identified  along  a  0.5mm  segment  of 
epidermis.  3  -  "Free  lateral  margin"  (FM):  the  free  margin  of  each  section  was 
evaluated  in  a  segment  of  epidermis  of  0.5mm  from  the  surgical  margin  and 
considered the highest count. In the CS slides: each slide was fully examined and the 
area with the highest density of double-labeled intraepidermal cells was identified, 
with subsequent counting in a 0.5mm segment of epidermis. For statistical analysis, 
data were also categorized into a = 0 and b≥1.
Statistical method
The chi-square test was used to compare the categorical variables and, whenever 
necessary,  Fisher's  or  McNemar's  exact  test  was  applied.  Mann-Whitney  and 
Kruskal-Wallis  tests  were  used  to  compare  numerical  variables.  The  Spearman
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correlation  coefficient  was  used  to  study  the  relationship  between  numerical 
variables. The level of significance was set a 5%.
Results
All patients were white, mean age of 63 years and lesions localized mainly in areas 
exposed to sunlight, most  of which in the head and neck region. Details on  the 
clinical profiles of the studied groups and CSs are shown in table 1. The clinical 
profile of the patients studied was similar to that described in the literature for LMs / 
LMMs.
Microvasculature quantification under the melanomas, for both CD31 and CD105, 
was greater than at the margins of the same specimens (p<0.0001 and p=0.0001) 
and  greater  than  control  skin  (p=0.0016  and  p=0.0027).  For  all  quantified  sites, 
CD31-positive  vascular  density  was   higher  than  CD105.   The   findings  on 
microvasculature quantification for the two antibodies tested are shown in table 2.
As for proliferating melanocytes, the mean number of double-labeled cells at the 
center of the LMs/LMMs was greater than at the periphery. In turn, the mean value in 
the periphery was greater than in FM and CS. The melanocyte proliferation index of 
both groups is shown in table 3. Comparing the peripheral proliferation index of LMs/ 
LMMs with that of skins without MM, that is, PCs and FMs as a unique group, we 
found  a  higher  proliferation  index  in  MMs  (p=0.0011;  Mann-Whitney).  When  we 
categorized the proliferation indexes at a=0 and b≥1 and compared the peripheral 
findings of LMs/LMMs with those skin without MMs, that is, PCs and FMs as a unique 
group, we found a higher relative incidence of "b" events in the MMs (p=0.0042; 
Fisher`s exact).
Regarding the CSs, the site with the highest CD31-positve vasculature was the head 
and neck, especially the face, followed by the chest and finally the limbs. The highest 
microvasculature  values  in  the  face  compared  to  other  sites  were  statistically 
significant (p=0.0385; Dunn`s post-hoc). Also, in CSs, there was a positive correlation
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between melanocytic proliferation index and vasculature by CD31 (p=0.0335; Mann- 
Whitney).
Discussion
Histological delimitation of LM/LMMs is necessary to determine whether the surgical 
margins are free as well as to measure the smallest margins on excised specimens; 
these data are paramount  to determine the next therapeutic course,  such as the 
need for extending surgical margins. This, however, remains a challenging task in 
dermatopathology, especially due to the overlap of histological findings between the 
intraepidermal  component  of  melanomas  and  MH.  Photodamaged  skin  without 
melanocytic neoplasia may exhibit most, if not all, of the suspected histopathological 
findings  described  for  LMs  or  for  the  intraepidermal  component  of  LMMs,  as 
evaluated  by   routine  staining  or   immunohistochemistry  such   as  increased 
melanocyte density, confluence of melanocytes, nests/theque formation, migration to 
suprabasal strata, adnexal extension, irregular distribution of melanocytes or melanin 
pigmentation, pleomorphism and nuclear atypia.4,8
Bowen  et  al.  (2011)  demonstrated  that  the  number  of  suspicious  findings  in 
melanomas is greater than in MH. 4  The larger the area of tumor for microscopic 
evaluation, the greater the chances of meeting the histological criteria for diagnosis, 
which may be relatively easy on most surgical excision pieces of LM/LMM. In some 
areas of the skin, however, the differential diagnosis with MH is difficult, such as in 
the periphery of the tumor, for tumor delimitation, or in incisional biopsies. Studies 
have shown that the positive predictive value of small LM biopsies varied from 20%
to 40%, with a false negative rate of 60% to 80%.3  Furthermore, it is known that in 
the  periphery  of  these  melanomas,  suspicious  histological  findings  gradually 
decrease in intensity and/or frequency as it moves away from the center of the tumor.
Melanocyte proliferation index as well as peri and intratumoral vasculature have been 
studied as prognostic factors for MMs.9 Other previous studies have investigated the 
proliferation index as a tool for distinguishing between melanocytic nevi and MM and 
it has also been shown that melanocytes from MMs in general present an increased
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proliferation index compared to non-neoplastic skin10,11 in addition to the presence of 
proliferating melanocytes in non melanocytic neoplastic skin.12,13  Nonetheless, such 
parameters have hardly been studied for assessing margins in LMs/LMMs.
Trotter and Tron (1994) studied the dermal vasculature in LMs (n=11) and LMMs 
(n=15) using the immunohistochemical vascular marker Ulex europaeus agglutinin I 
(UEA) and reported greater vascularization in the dermis of tumors when compared 
to  tumor-free  adjacent  skin.  The  difference  was   significant  comparing  the 
intraepidermal component of LMMs and non-neoplastic skin. They further described 
that vasculature under LMs and under LMMs in distant areas of invasive lesions 
increased at the expense of hypervascularization foci.5  In the present study, using 
CD31, we also found greater vascularization under LMs/LMMs compared to adjacent 
normal skin, especially along the free surgical margin (p<0.0001); still, we found 
higher  vascularity  when  compared  to  CSs  (p=0.0016).  Despite  the  significant 
difference between the means, however,  the variation of the measurements was 
broad, with significant overlap between different regions (table 2).
Comparing the Chalkley score of CSs to that of the skin along the free margin, we 
found higher values for the former (CS=5.63; FM=5.06), which can be explained by 
the greater skin area evaluated as hotspots in the CS group count compared to the 
restricted counting area along the surgical margins of LM/LMM excision specimens. 
The greater the area analyzed, besides increasing the chance of finding hotspots 
with  positive  vessels,  the  higher  the  chance  of  identifying  incipient  lesions  that 
stimulate angiogenesis, such as actinic keratoses and solar lentigos.14
Unlike CD31 and UEA, CD105 is expressed by the endothelium of newly formed 
blood vessels.14  Neoangiogenesis appears to occur in the early stages of M M s  
progression, including those restricted to the epidermis, and increases as the tumor 
progresses.5   Our  findings  corroborate  this  rationale  and  CD105  positivity  was 
significantly higher in the dermis under LMMs compared to LMs (p=0.0227). This 
comparison  was  not  significant  for  CD31,  a  "pan-endothelial"  marker  (LMM>LM, 
p=0.8110). Compared to FM and CS, we found greater neovascularization under the 
LMs/LMMs  (p=0.0001  and  p=0.0027,  respectively).  There  was  no  significant
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difference  when  we  compared  the  FM  and  CS  groups  (p=0.3194).  Despite  the 
difference between groups using CD105, we did not detect any neoformed vessel in 
a large percentage of events, limiting the use of this tool for individual cases: the 
Chalkley score was zero in 57.89% of the tumors, 97.37% of FMs and 90.32% of 
CSs. In FM, only one case was positive to CD105, coincidentally under a focus of 
actinic keratosis. In the CS, only three CD105-positive cases were found, from which 
one showed positive vessels within a background of nonspecific chronic inflammation 
and in the remaining two cases, no relation to any lesion was found in the examined 
sections.  Our  findings  support  the  hypotheses  that,  regarding  the  differential 
diagnosis between MH and LM/LMM, in the surgical margin of an excision specimen 
(for  decision  between  free  or  compromised  margin),  the  transition  between 
melanoma and adjacent skin (when delimiting MM) or in an incisional biopsy, the 
presence of CD105-labeled vessels without any other lesion to justify it, should raise 
the suspicion of LM/LMM.
The vasculature of the dermis is denser in the deep and superficial plexuses as well 
as around the appendages, which may justify finding a higher mean vascular density 
with CD31 positivity in samples from the face compared to other sites (p=0.0385), 
since the face has a high density of cutaneous appendages. This difference was not 
observed  in  FM  of  the  excision  specimens,  however,  since  the  head  and  neck 
samples (including face) showed the highest mean values. This may have occurred 
because the cell count was confined to a restricted area along the margin, which may 
not have been fully representative of the vasculature of the region as for the counting 
on the CSs, for which a larger area of skin was analyzed. As far as we are aware, 
there is no previous study comparing the microvascular density of non-neoplastic 
skin from different topographies using the Chalkley grid in such scenario. Regarding 
the proliferation index of melanocytes in CSs, all cases in our study that exhibited 
double-labeled cells (Ki67 + / Melan-A +) were located in the face. There was a 
correlation between the Chalkley score for CD31 and the number of proliferating 
melanocytes in the CS group (p=0.0335), probably influenced by the fact that the 
face is susceptible to sun exposure, with consequent stimulation of  melanocytic 
proliferation.
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In the evaluation of proliferating melanocytes, unlike previous studies, we included 
counts limited to a segment 0.5mm to the lateral margin of the excised specimens 
and in the periphery of such tumors. The low count of proliferating melanocytes in the 
periphery of the tumor and the long time elapsed between the patient's discovery of 
the tumor and its surgical removal in several cases (median of 5.77 years, maximum 
of 22 years) are in agreement with the literature regarding the behavior of  such 
tumors: insidious growth with more favorable biological behavior than other types of 
MM. 1  Furthermore, we did not find a correlation between intraepidermal ( in situ) 
melanocyte  counts  in  peripheral  proliferation  LMMs  with  Clark  and  Breslow, 
corroborating previous reports suggesting that the invasive phenotype of this type of 
M M  has different characteristics to the lesion in situ, possibly conferring a  more 
aggressive  behavior  to  the  former,  while  the  intraepidermal  lesion  continues  its 
insidious lateral growth.1 In the present study, proliferating melanocytes were counted 
in the invasive lesions of some LMMs, using the same magnification field used to 
count  intraepidermal  melanocytes  (400x),  and  the  mean  count  was  32.5,  much 
higher than the maximum value recorded for in situ lesions, which was 13.
Regarding tumor delimitation and assessment of the margins, despite a difference in 
mean proliferation index of melanocytes between the periphery of the tumor and 
those from the tumor-free epidermis in both FM and CS, 71.43% of the LMs/LMMs 
evaluated did not show any proliferating melanocytes in their periphery (table 3). 
Thus, when evaluating individual cases, this parameter was not decisive for precise 
outlining of such tumors. However, since double labeling of melanocytes in non- 
tumor areas (1/35 in FM and 3/35 in the CS) was uncommon, the presence of Ki-67 
positive melanocytes along the surgical margin of an alleged tumor excision may 
signify a possible extended lesion.
At the center of the LMs/LMMs studied, the mean proliferation index was higher than 
the periphery, possibly due to the higher density of neoplastic cells in the central 
areas. In our group of cases, we found that the proliferation index of the central 
regions of the tumors was significantly higher in younger individuals (proliferation 
index =0: mean age 71.78 years; proliferation index ≥1: mean age 59.70 years, 
p=0.0292; Mann-Whitney).
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Weyers et al. (1996) reported on Ki-67 double-labeled (Ki-67 + S100) melanocyte 
fraction in 10 cases of MM in situ from sun-damaged skin (but not necessarily LM),
10 skin samples adjacent to basal cell carcinoma (BCC) and 10 with MH not related 
to tumors nor inflammation. They found a greater fraction of proliferating melanocytes 
in the areas of MH adjacent to BCC compared to MMs. Interestingly, although in the 
present study we found a higher proliferation index in LMs/LMMs compared to CSs, 
from the three cases of CSs that exhibited double labeling, such proliferation was 
located in the epidermis adjacent to a BCC in two cases. Our study corroborates the 
conclusion of Weyers et al (1996) regarding caution in interpreting the presence of 
proliferating melanocytes in sun-damaged skin.8
Conclusion
The presence of neovascularization demonstrated by CD105 as well as proliferating 
melanocytes (Ki67 + / MelanA +) may be considered suspicious findings for LM/LMM, 
helping to outline, diagnose and evaluate the margins of these tumors. The definitive 
diagnosis between MH and MM in the establishment and evaluation of LMs/LMMs 
margins should take into account all suspicious findings. Whenever possible, the 
lesion-free sun-damaged skin sample of the same individual should be compared as 
an attempt to identify MH patterns in the lesion, thus minimizing the effect of the wide 
overlap  of  suspicious  LM  findings  previously  reported,  as  well  as  those  studied 
herein, with those of MH on sun-damaged skin.
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Table 3. Melanocyte proliferation index
Figure legends
Figure  1.  Immunohistochemistry  revealing  superficial  dermal  vessels  under 
melanoma  cases  (400x).  (A)  Vascular  endothelial  cells  positive  for  CD31  ("pan- 
endothelial" marker) under an LMM. (B) CD105-positive endothelial cells from dermal 
newly formed blood vessels under an LM.
Figure  2.  Immunohistochemistry  double  stain  exhibiting  melanocytes  with  red  to 
pinkish cytoplasm (MelanA-positive) and proliferation cells with brown nuclei (Ki67- 
positive)  (400x).  (A)  Central  area  and  (B)  periphery  of  an  LM  with  proliferating 
double-stained melanocyte (arrow). (C) Free margin skin and (D) control skin with red 
to pinkish melanocytes and sparse proliferative keratinocytes with brown nuclei; (D) 
note marked solar elastosis and hyperplastic melanocytes with some atypia and 
binucleation on control skin.
Figures
Figure 1
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Figure 2
4.2. Comprovante de submissão:
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4.3. Resultados gerais:
A quantificação  da  microvasculatura  sob  os  melanomas,  tanto  com  o 
CD31 quanto com o CD105, foi significantemente maior do que na margem lateral 
destes mesmos espécimes e maior do que na pele-controle. Para todos os locais de 
quantificação, a densidade estimada com o CD31 foi maior do que com o CD105. Os 
resultados da quantificação da microvasculatura para os dois anticorpos testados 
encontram-se na tabela 1.
Tabela 1. Quantificação da microvasculatura pela contagem de Chalkley
Escore de Chalkley   N Média   Mediana   Desviopadrão   Mínimo   Máximo   p-valor
CD31  
Sob
melanoma
(SM)
Margem
lateral (FM)
Pele controle
(PC) 
39 6,46
39 5,06
31 5,63  
6,67
5,00
5,67  
1,16
1,22
0,93  
3,67
3,00
4,00  
8,67
8,00
7,67  
SM>FM <0,0001* 
SM>PC =0,0016** 
FM<PC =0,0244**
CD105  
Sob
melanoma
(SM)
Margem
lateral (FM)
Pele controle
(PC) 
38 1,40
38 0,04
31 0,15  
0
0
0  
1,88
0,27
0,52  
0
0
0  
5,67
1,67
2,33  
SM>FM =0,0001+ 
SM>PC =0,0027++ 
FM<PC =0,3194+++
* teste de Wilcoxon para amostras relacionadas; ** teste de Mann-Whitney; + teste de McNemar; ++ 
Qui-quadrado; +++ teste exato Fisher
Encontramos maior número de microvasos na derme sob os LMMs em 
comparação com a derme sob os LMs, tanto por meio do CD31 (p=0,8110; teste de 
Mann-Whitney), quanto pelo CD105 (p=0,0227; teste de Mann-Whitney).
Considerando a  quantificação microvascular pelo CD105 das peles sem 
LM ou LMM como um único grupo, ou seja, a das PCs juntamente com a das FMs, e 
comparando-o com a quantificação microvascular sob os LMs/LMMs, encontramos 
maior  número  de  microvasos  neoformados  sob  estes  MMs  (p<0,0001;  teste  de 
Mann-whitney).
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Quanto  à  quantificação  dos  melanócitos  em  proliferação,  a   média  de 
células duplamente marcadas no centro dos LMs/LMMs foi maior que na periferia 
dos mesmos. Por sua vez a média na periferia foi maior do que na FM e PC (figuras 
11, 12, 13 e 14). O índice de proliferação dos melanócitos dos grupos encontra-se na 
tabela 2. Comparando-se o índice de proliferação da periferia dos LMs/LMMs com o 
das peles sem M M ,  ou seja, PCs  e FMs  como único grupo, encontramos maior 
índice  de  proliferação  nos  MMs  (p=0,0011;  teste  de  Mann-whitney).  Ainda, 
considerando como de um único grupo os índices de proliferação dos LMs/LMMs 
(centro e periferia, considerando apenas o maior de cada caso) e comparado-o com 
o das peles sem MM,  ou seja, PCs e FMs como único grupo, encontramos maior 
índice de proliferação nos MMs (p<0,0001; teste de Mann-whitney).
Figura  11.  Área  central  de  LM  (“não  periferia”).  Dupla  marcação  imuno-histoquímica  exibindo 
melanócitos com citoplasma vermelho a rosado (MelanA-positivo) e células proliferativas com núcleo 
marrom (Ki67-positivo). Presença de um melanócito em proliferação, duplamente corado (seta).
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Figura  12.  Periferia  de  LM.  Dupla  marcação  imuno-histoquímica  exibindo  melanócitos  com 
citoplasma vermelho a rosado (MelanA-positivo) e células proliferativas com núcleo marrom (Ki67- 
positivo). Presença de um melanócito em proliferação, duplamente corado, em estrato epidérmico 
suprabasal (seta).
Tabela 2. Índice de proliferação melanocítica
Melanócito em proliferação 
(Ki67+/MelanA+) / 0,5mm de 
epiderme  
n   Média   Mediana   Desvio
padrão   Mínimo   Máximo  
%  de casos
com contagem
igual a zero
Tumor 
(melanócitos 
intraepidérmicos)  
Centro 32   2,00
Periferia  35   0,37  
1,00
0  
2,64
0,65  
0
0  
13
2  
28%
71%
Margem lateral livre (FM) 35   0,03 0 0,17 0 1 97%
Pele controle (PC) 35   0,09 0 0,28 0 1 91%
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Figura  13.  Margem  livre  em  espécime  de  excisão  de  LM.  Dupla  marcação  imuno-histoquímica 
exibindo melanócitos com citoplasma vermelho a rosado (MelanA-positivo) e esparsos ceratinócitos 
em proliferação com núcleo marrom (Ki67-positivo).
Quando  categorizamos  os  índices  de  proliferação  em  a=0  e  b≥1  e 
comparamos os achados da periferia dos LMs/LMMs com os das peles sem MMs, 
ou seja, PCs e FMs como único grupo, encontramos maior incidência relativa de 
eventos  “b”  nos  MMs  (p=0,0042;  teste  exato  de  Fisher).  De  forma  semelhante, 
quando  comparamos  os   achados  do  centro  e   periferia  dos  LMs   e  L M M s  
(considerando apenas o maior de cada caso), como único grupo, com os das peles 
sem MMs,  ou seja, PCs e FMs como único grupo, encontramos maior incidência 
relativa de eventos “b” nos MMs (p<0,0001; teste Qui-quadrado).
Nas PCs a topografia com maior vasculatura pelo CD31 foi a cabeça e  
pescoço, em especial a face, seguida pelo tronco e, por último, os membros. A maior 
microvasculatura na face, em comparação com as outras topografias, apresentou 
p=0,0385 (teste post-hoc de Dunn). Ainda, nas PCs, houve correlação positiva entre 
o índice de proliferação melanocítica e a vasculatura pelo CD31 (p=0,0335; teste de 
Mann-Whitney).
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Figura 14. Pele-controle fotodanificada. Dupla marcação imuno-histoquímica exibindo melanócitos 
com citoplasma vermelho a rosado (MelanA-positivo) e  esparsos ceratinócitos em proliferação com 
núcleo marrom (Ki67-positivo). Marcada elastose solar e melanócitos hiperplásicos com certa atipia e 
binucleação.
Não   encontramos  correlação  entre  as  contagens  de   melanócitos 
intraepidérmicos (“in situ”) em proliferação da periferia dos LMMs, com o Clark e 
Breslow. A tabela 3 contem os dados anatomopatológicos dos casos estudados. O  
índice de proliferação melanocítica das regiões centrais dos tumores foi maior nos 
indivíduos mais jovens (índice de proliferação =  0: média de idade de 71,78 anos; 
índice de proliferação ≥1: média de idade de 59,70 anos; p=0,0292; teste de Mann- 
Whitney).  A   tabela  4   contem  os  dados  clínicos  dos  casos  estudados.  Não  
encontramos correlação dos achados da microvasculatura e índice de proliferação 
dos melanócitos com as seguintes variáveis: ulceração do tumor, menor margem 
lateral, maior diâmetro do tumor, maior diâmetro do espécime, área aproximada do 
espécime, sexo do paciente, local do tumor, duração do tumor até a sua retirada, 
margem praticada à cirurgia e  histórico de  outras neoplasias de  pele. As  outras 
neoplasias  relatadas  nos  pacientes  com  LM  ou  LMM  eram  ceratose  actínica, 
carcinoma basocelular, carcinoma epidermoide e MM.
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Tabela 3. Dados anatomopatológicos dos casos de LM/LMM
Caso  Diagnóstico  Clark   Breslow(mm)   Úlcera  
Menor 
margem 
lateral no
laudo
original (cm)  
Maior 
diâmetro 
do tumor
(cm)  
Área
aproximada do
fragmento
(cm2)  
Maior
diâmetro do
fragmento
(cm)
1 LM I NA Não ML 1,5 3,6 2
2 LMM III 0,27 Não 0,2 0,3 1,2 1,5
3 LM I NA Não 0,4 1,5 8,05 3,5
4 LM I NA Não ML 2 5,75 2,5
5 LM I NA Não 0,25 2 2,5 2,5
6 LM I NA Não 0,3 1 4 2
7 LM I NA Não 0,3 1,5 5 2,5
8 LM I NA Não ML 0,8 1,5 1,5
9 LM I NA Não 0,5 1,5 5 2,5
10 LM I NA Não 0,2 2 5,46 2,6
11 LM I NA Não ML 0,7 1,7 1,7
12 LM I NA Não 0,1 1,8 2,6 2
13 LM I NA Não 0,4 2,2 15 6
14 LMM II 0,34 Não 0,5 2,3 7,5 3
15 LM I NA Não 0,2 0,2 0,6 1
16 LM I NA Não 0,5 1,5 5 2,5
17 LM I NA Não 0,1 0,5 2,1 1,5
18 LM I NA Não ML 0,8 0,75 1,5
19 LMM III 0,65 Não 0,7 3,5 25 5
20 LM I NA Não 0,3 2 7,5 3
21 LM I NA Não 0,6 3 48 8
22 LMM V 4,8 Não 2 1,7 11,84 3,7
23 LM I NA Não 0,2 0,5 0,84 1,2
24 LM I NA Não 0,6 1,5 6,25 2,5
25 LM I NA Não 0,5 1,5 10 5
26 LM I NA Não 0,2 1,4 3,3 2,2
27 LM I NA Não 0,15 0,5 1,5 1,5
28 LMM III 0,51 Não 0,3 3 10 4
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Caso  Diagnóstico  Clark   Breslow(mm)   Úlcera  
Menor 
margem 
lateral no
laudo
original (cm)  
Maior 
diâmetro 
do tumor
(cm)  
Área
aproximada do
fragmento
(cm2)  
Maior
diâmetro do
fragmento
(cm)
29 LMM III 0,61 Não 0,2 0,8 1,95 1,5
30 LM I NA Não 0,1 1 3 3
31 LM I NA Não 0,3 1,2 2,6 2
32 LMM V 6,5 Não 1 2 12 4
33 LMM II 0,25 Não ML 1 2,6 2
34 LM I NA Não 0,6 1,5 7,5 3
35 LM I NA Não 0,18 1 0,84 1,2
36 LM I NA Não ML 2,5 9 4,5
37 LM I NA Não ML 0,7 1,5 1,5
38 LM I NA Não ML 1 1,5 1,5
39 LMM II 0,3 Não 0,2 2 10,5 3,5
40 LM I NA Não ML 0,6 0,6 1,2
41 LMM II 0,35 Não 0,6 1,3 5 2,5
42 LM I NA Não 0,3 1 7,5 3
43 LM I NA Não 0,9 2 7 3,5
ML = constava apenas “margem livre”; NA = não aplicável
Tabela 4. Dados clínicos dos casos de LM/LMM
Caso Cor Sexo  Idade  
Local
da
lesão  
Lesão
na
face  
Tempo de 
evolução
(anos)  
Margem à
cirurgia
(cm)  
Tempo de
seguimento
pós-operatório
(anos)  
Histórico de
outras
neoplasias
de pele
1 Branca M 66 cp sim NE NE NE não
2 Branca F 77 cp sim 3 0,5 6 sim
3 Branca F 39 cp sim 5 0,5 NE não
4 Branca F 64 cp sim 15 0,5 1,5 sim
5 Branca F 47 cp sim 1 0,5 6,33 não
6 Branca F 59 cp sim 10 1 22,25 sim
7 Branca M 75 cp sim 9 1 2 não
8 Branca M 64 t não 16 0,5 20 sim
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Caso Cor Sexo  Idade  
Local
da
lesão  
Lesão
na
face  
Tempo de
evolução
(anos)  
Margem à
cirurgia
(cm)  
Tempo de
seguimento
pós-operatório
(anos)  
Histórico de
outras
neoplasias
de pele
9 Branca F 49 m não 0,5 1 3 sim
10 Branca M 43 t não 2 0,5 15,33 sim
11 Branca M 81 cp sim NE 0,5 NE sim
12 Branca F 49 cp sim 0,5 0,5 6,75 não
13 Branca F 86 cp não 2 4 1,33 sim
14 Branca M 75 t não 0,25 0,5 4,67 não
15 Branca F 61 cp sim 0,25 1 5,25 sim
16 Branca F 64 t não 8 1 15,25 sim
17 Branca F 66 cp sim NE 1 5,17 sim
18 Branca M 39 cp sim 2 0,5 20,33 não
19 Branca F 63 m não 0,15 1,5 19,33 não
20 Branca M 31 cp sim NE NE NE não
21 Branca M 74 t não 13 5 0,33 sim
22 Branca F 82 cp sim NE NE NE NE
23 Branca F 48 cp não NE NE 10 NE
24 Branca F 76 cp não 0,1 1 1,83 não
25 Branca M 52 cp sim 3 1 7 não
26 Branca F 78 m não 10 1 7,15 sim
27 Branca F 69 m não NE 0,5 5 sim
28 Branca F 53 cp sim 15 0,5 17,58 sim
29 Branca F 73 cp sim 20 0,5 15,67 não
30 Branca M 70 cp não 10 2 0,08 sim
31 Branca F 61 cp não 0,75 NE 1,83 não
32 Branca F 81 cp não NE 1 1,5 sim
33 Branca M 86 t não NE 0,5 4,83 sim
34 Branca F 61 cp sim 1 1 1,75 não
35 Branca F 74 cp sim 2 0,2 5,92 sim
36 Branca M 55 t não 22 2 8,75 sim
37 Branca M 51 cp não 0,25 NE 9 não
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Caso Cor Sexo  Idade  
Local
da
lesão  
Lesão
na
face  
Tempo de
evolução
(anos)  
Margem à
cirurgia
(cm)  
Tempo de
seguimento
pós-operatório
(anos)  
Histórico de
outras
neoplasias
de pele
38 Branca M 46 cp sim NE 0,5 14 não
39 Branca F 44 cp sim NE NE 5,58 não
40 Branca F 68 m não NE 0,5 9,67 sim
41 Branca M 77 cp sim 1 1 2,58 sim
42 Branca F 58 cp sim 4 1 1,92 não
43 Branca F 82 cp sim 2 0,5 7 sim
NE = não encontrado; cp = cabeça e pescoço; t = tronco; m = membro
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5. DISCUSSÃO GERAL
A delimitação histológica dos LM/LMMs é necessária para se determinar 
se as margens cirúrgicas estão livres e para a mensuração da menor margem, nos 
espécimes de excisão; esses dados fazem parte dos que determinarão a  conduta 
terapêutica seguinte, como  por exemplo a necessidade ou não de ampliação de 
margens. Contudo é  tarefa ainda considerada desafiadora na  dermatopatologia, 
especialmente devido à sobreposição de achados histológicos entre o componente 
intraepidérmico desses melanomas e a HM. A pele fotodanificada, sem neoplasia 
melanocítica, pode apresentar grande parte dos achados histopatológicos suspeitos 
descritos nos LMs ou no componente intraepidérmico dos LMMs,  se não todos, 
avaliados por meio de colorações de rotina ou imuno-histoquímica. Dentre esses 
achados suspeitos, descritos tanto nos melanócitos dos LMs/LMMs quanto nos da 
HM secundária à exposição actínica solar, podemos citar como principais o aumento 
da  densidade  de  melanócitos,  confluência  de  melanócitos,  formação  de  ninhos, 
migração para estratos suprabasais, extensão para anexos, distribuição irregular dos 
melanócitos ou do pigmento de melanina, pleomorfismo e atipia nuclear.5,6
Bowen e col. (2011) demonstraram que, nos LMs e LMMs, o número de 
achados suspeitos é  maior do que na H M  secundária ao dano actínico crônico.5 
Quanto maior a área de tumor disponível para a avaliação microscópica, maior a  
chance do  patologista se deparar  c o m  os  achados  que  obedecem aos  critérios 
histológicos necessários para o diagnóstico correto, sendo este relativamente fácil 
na maioria das peças de excisão cirúrgica de LM/LMM. Contudo, em áreas restritas 
de pele, o diagnóstico diferencial com HM é difícil, como por exemplo na periferia da 
neoplasia,  para  a  delimitação  do  tumor,  ou  em  biópsias  incisionais.  Estudos 
demonstraram que o valor preditivo positivo de pequenas biópsias de LM variava de 
20% a 40%, com uma taxa de falso negativo de 60% a 80%.21 Além disso, sabe-se 
que, na periferia desses melanomas, os achados histológicos suspeitos diminuem 
em intensidade e/ou freqüência, gradativamente, à medida que se afasta do centro 
do tumor.
O   índice  de   proliferação  de   melanócitos  e   a  vasculatura  peri-  e  
intratumoral têm sido estudados como fatores prognósticos para os MMs.22  Outros 
estudos investigaram o índice de proliferação como ferramenta para a  distinção
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entre nevo melanocítico e  M M  e, ainda, já foi demonstrado que os melanócitos de 
MMs em geral apresentam índice de proliferação aumentado em relação aos da pele 
não tumoral23,24, bem como a presença de melanócitos em proliferação em pele sem 
neoplasia melanocítica.25,26 A angiogênese tumoral é conhecida e pode ser explicada 
pela  liberação  de  fatores  de  crescimento  vascular  pelas  células  neoplásicas  e 
células inflamatórias justa- ou intratumorais e também pela matriz extracelular após 
degradação desta por meio de proteases tumorais. 27  Contudo, esses parâmetros 
foram pouco estudados para a avaliação de margens dos LMs/LMMs.
Trotter e Tron (1994) estudaram a vasculatura dérmica sob LMs (n=11) e 
LMMs (n=15), utilizando o marcador vascular imuno-histoquímico Ulex europaeus 
agglutinin  I  (UEA),  e  encontraram  uma  maior  vascularização  na  derme  sob  os 
tumores  em  relação  à   pele  adjacente  livre.  Essa  diferença  foi  significante 
comparando-se a  vascularização sob o componente intraepidérmico dos LMMs e a 
pele não tumoral. Eles descreveram ainda que a vasculatura sob os LMs e sob os 
LMMs,  nas áreas distantes do  componente invasor, era aumentada às  custas de 
focos de hipervascularização.28  No presente trabalho, utilizando o CD31, também 
encontramos maior vascularização sob os LMs/LMMs, em comparação com a pele 
adjacente,  especificamente  junto  à  margem  cirúrgica  livre  (p<0,0001);  ainda, 
encontramos maior vascularização quando comparada à das PCs (p=0,0016). No  
entanto, apesar da diferença significante entre as médias, a variação das medidas 
foi ampla, havendo sobreposição de valores entre as diferentes regiões (tabela 1).
Comparando-se o escore de Chalkley das PCs com o das peles junto à 
margem  livre,  encontramos  maior  média  no  primeiro  (PC=5,63;  FM=5,06).  Este 
resultado pode ser explicado devido à maior área de pele avaliada para a procura de 
“hotspots” durante a contagem do grupo de PCs, em comparação à restrita área de 
contagem, junto às margens cirúrgicas, nos espécimes de excisão dos LMs/LMMs. A 
maior área analisada, além de aumentar a chance de serem encontrados “hotspots" 
com  maior  número  de  vasos marcados,  aumenta  t ambém a chance de  estarem 
presentes  lesões  incipientes  que  estimulam  a  angiogênese,  como  por  exemplo 
ceratoses actínicas e  lentigos solares, lesões essas usuais na pele cronicamente 
exposta ao sol.29
Diferentemente do CD31 e do UEA, o CD105 marca o endotélio de vasos
sangüíneos apenas neoformados.29 A neoangiogênese parece ocorrer já nas fases
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iniciais de progressão dos MMs, incluindo os ainda restritos à epiderme, e aumenta 
conforme a evolução do tumor.28  Os nossos achados corroboram esse raciocínio, 
tendo sido encontrada pelo CD105 maior vasculatura na derme sob os LMMs em 
comparação  com  a  derme  sob  os  LMs  (p=0,0227).  Essa  comparação  não  foi 
significante  quando  usamos  o  CD31,  um  marcador  “pan-endotelial”  (LMM>LM, 
p=0,8110). Em comparação com a FM e a PC, encontramos maior neovasculatura 
sob os LMs/LMMs (p=0,0001 e p=0,0027, respectivamente). Não houve diferença 
significante  quando  comparamos  os  grupos  FM  e  PC  (p=0,3194).  Apesar  das 
diferenças encontradas entre os grupos por meio do CD105, não detectamos vaso 
neoformado algum numa grande porcentagem de eventos, limitando o  uso dessa 
ferramenta para a avaliação de casos individuais: o  escore de Chalkley foi igual a 
zero em 57,89% dos tumores, 97,37% das FMs e 90,32% das PCs. Na FM houve 
apenas um caso com presença de vaso marcado pelo CD105, coincidentemente sob 
um foco de ceratose actínica. Na PC houve apenas três casos com vasos marcados 
pelo CD105, sendo que, em um deles, os vasos estavam junto a inflamação crônica 
inespecífica e, nos outros dois, sem relação a lesão alguma, nos cortes examinados. 
Os nossos achados permitem dizer que, frente ao diagnóstico diferencial entre HM e 
LM/LMM, junto à margem cirúrgica de um espécime de excisão (para decisão entre 
margem livre ou comprometida), na transição entre o melanoma e a pele adjacente 
(para  delimitação  do  MM)  ou  numa  biopsia  incisional,  a   presença  de  neovaso 
marcado pelo CD105, sem outra lesão que o justifique, deve representar um achado 
suspeito para LM/LMM.
Sabe-se  que  a  vascula tura  da  de rme  é  mais  densa  junto  aos  p lexos  
profundo e superficial e ao redor dos anexos. Isso pode justificar termos encontrado, 
nas PCs, maior densidade vascular média com o CD31 nas amostras da face, em 
comparação  com  a  das  outras  topografias  (p=0,0385),  uma  vez  que,  na  face, 
encontramos alta densidade de anexos cutâneos. Essa diferença não foi observada 
na  FM  dos  espécimes  de  excisão.  Contudo,  para  a  contagem  nesse  sítio,  as 
amostras da cabeça e  pescoço (incluindo face) apresentaram a  maior média. Isso 
pode ter ocorrido pela contagem ter se limitado a restrita área, junto à margem, não 
representando tão adequadamente a vasculatura da região quanto nas PCs em que 
maior  área de  pele foi analisada.  Até  onde  sabemos,  não  existe es tudo prévio 
comparando  a   densidade  microvascular  de  pele  não  tumoral  de  diferentes
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topografias, utilizando a gratícula de Chalkley. Em relação ao índice de proliferação 
de melanócitos nas PCs, todos os espécimes do nosso estudo que exibiram célula 
duplamente  marcada  (Ki67+/Melan-A+)  estavam  localizados  na  face.  Houve 
correlação entre o  escore de Chalkley pelo CD31 e o número de melanócitos em 
proliferação no grupo de PCs (p=0,0335), provavelmente influenciada pelo fato de a 
face  apresentar  maior  exposição  ao  sol,  com  maior  estímulo  à   proliferação 
melanocítica.
Na avaliação dos melanócitos em proliferação, diferentemente de estudos 
prévios, incluímos contagens limitadas à área de u m  segmento de  epiderme de 
0,5mm de extensão horizontal, localizadas junto à margem lateral dos espécimes de 
excisão  e  na  periferia  desses  tumores.  A  baixa  contagem  de  melanócitos  em 
proliferação na periferia do tumor e o grande tempo decorrido entre a descoberta do 
tumor pelo paciente e sua retirada cirúrgica, em vários casos (média de 5,77 anos, 
máximo de 22 anos), estão de acordo com o que é descrito na literatura: LM e LMM 
são neoplasias de crescimento insidioso e evolução mais favorável que a de outros 
tipos  de  MM.2  Além  disso  não  encontramos  correlação  entre  as  contagens  de 
melanócitos intraepidérmicos (“in situ”) em proliferação da periferia dos LMMs, com o 
Clark  e   Breslow.  Isto  corrobora  observações  prévias  que  sugerem  que   o  
componente invasor deste tipo de M M  apresente características diferentes das do 
componente “in situ”. A invasão dérmica possivelmente se associa comportamento 
mais agressivo do tumor, enquanto que o componente intraepidérmico continua seu 
crescimento lateral insidioso.2  No material deste estudo realizamos a contagem de 
melanócitos em proliferação do componente invasor de alguns dos LMMs, utilizando 
o mesmo aumento do usado para contar os melanócitos intraepidérmicos (400x), e a 
média foi de 32,5, bem maior que a contagem máxima do componente “in situ” que 
foi de 13.
Quanto  à  delimitação  do  tumor  e  avaliação  das  margens,  apesar  de 
termos  encontrado  diferença  entre  a   média  do   índice  de  proliferação  dos  
melanócitos da periferia do tumor e a dos melanócitos da epiderme livre de tumor, 
tanto na FM quanto na PC, verificou-se que 71,43% dos LMs/LMMs avaliados não 
apresentou melanócito algum em proliferação na sua periferia (tabela 2). Dessa 
forma, na avaliação de  casos isolados, esse parâmetro não se mostrou decisivo 
para a  delimitação mais precisa desses tumores. Entretanto, uma vez que foram
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incomuns as dupla marcações de melanócitos em áreas não-tumorais (1/35 na FM e 
3/35 na PC),  a presença de melanócitos positivos para o  Ki-67 junto à margem 
cirúrgica de uma suposta excisão tumoral,  pode representar um alerta para uma 
possível extensão da neoplasia.
No centro dos LMs/LMMs estudados, a média do índice de proliferação foi 
maior que na periferia, possivelmente pelo fato de existir maior densidade de células 
neoplásicas nas regiões centrais. N o  nosso grupo de  casos, encontramos que  o  
índice de proliferação das regiões centrais dos tumores foi significantemente maior 
nos indivíduos mais jovens (índice de proliferação =  0: média de idade de 71,78 
anos; índice de proliferação ≥1: média de idade de 59,70 anos; p=0,0292).
Weyers e col (1996) estudaram a fração de melanócitos positivos para o 
Ki-67, com dupla marcação (Ki-67+S100), em 10 casos de MM in situ, localizados 
em pele fotodanificada (porém não necessariamente do tipo LM), 10 amostras de 
pele adjacente a carcinomas basocelulares e  10 com H M  não relacionada a tumor 
ou inflamação. Eles encontraram maior fração de melanócitos em proliferação nas 
áreas de H M  adjacentes aos carcinomas basocelulares em comparação com a dos 
MMs.6
O  carcinoma  basocelular  (CBC)  é  a  neoplasia  mais  comum  entre  os 
humanos e, apesar de  também ocorrer e m  áreas protegidas do  sol, tem os raios 
ultravioleta  como  fator  de  risco  mais  importante  para  seu  desenvolvimento  e 
progressão30, assim como o LM/LMM. Os melanócitos em proliferação encontrados 
junto aos CBCs  são benignos. H á  evidências de  que os CBCs  são regularmente 
povoados  por  melanócitos  benignos  e  células  de  Langerhans.  Esses  tumores 
surgem  da  camada  basal  da  epiderme,  onde  os  melanócitos  normalmente  se 
encontram. Alguns autores sugerem que, à medida que o CBC se desenvolve, os 
melanócitos ficam aprisionados em meio aos blocos de células epiteliais tumorais.31
Curiosamente,  em  que  pese,  no  presente  estudo,  termos  encontrado 
maior índice de proliferação nos LMs/LMMs em comparação com a das PCs, dos 
únicos  três casos  de  P C  que  exibi ram dupla  marcação ,  e m  dois  elas es tavam 
localizadas na epiderme adjacente a um CBC (figura 15). Ainda, vale ressaltar que 
existem relatos de casos de LM colonizando CBCs, estendendo-se por sua periferia 
e  em  seu  interior32,33,  porem  situação  essa  muito  menos  comum  do  que  a 
colonização  dos  CBCs  por  melanócitos  benignos.  O   nosso  estudo  corrobora  a
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conclusão de  Weyers  e  col (1996) sobre ser necessária cautela ao  interpretar a  
presença de melanócitos em proliferação em pele fotodanificada.6
A B
Figura 15. Pele-controle fotodanificada, com CBC. Dupla marcação imuno-histoquímica exibindo 
melanócitos  com  citoplasma  vermelho  a  rosado  (MelanA-positivo)  e   células  proliferativas  com 
núcleo marrom (Ki67-positivo). Presença de um melanócito em proliferação, duplamente corado, na 
epiderme adjacente ao CBC (CBC à direita na figura A),  em área de ceratose actínica (círculo 
vermelho na imagem A; maior aumento na imagem B).
Em relação à distância da neoplasia para a margem cirúrgica conferida 
clinicamente no ato cirúrgico, observamos que, para a maioria dos casos ela é maior 
que a mesma medida quando aferida histologicamente. Em parte isso pode ocorrer 
devido à contração do tecido após fixação em solução de formalina, contudo pode 
representar também a dificuldade de delimitação clínica dos LMs/LMMs, já descrita 
na literatura. Além disto, notamos que, dentre os casos que foram excisados com 
margem cirúrgica clínica igual ou maior que 2cm, nenhum estava localizado na face, 
possivelmente devido à limitação cirúrgica espacial da face e preocupação com a 
preservação  de  estruturas  anatômicas  nobres,  como  a  da  região  ocular,  por 
exemplo.
Finalmente, o  perfil clínico dos pacientes estudados foi semelhante ao
descrito na literatura para este tipo de MM. 2 Todos eram de cor branca, com idade
média   de   63   anos   e   local ização  das   lesões  preferencialmente  e m   áreas
fotoexpostas, sendo a  maioria na  região da cabeça e  pescoço. O s  indivíduos do
grupo controle apresentavam perfil clínico semelhante ao do grupo de casos (quadro
1).
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Quadro 1. Perfil clínico e homogeneidade dos grupos
Cor Sexo Idade (anos) Topografia
Casos LM/LMM
n=43
Brancos
100%
F: 62,79%
M: 37,21%
Média: 63,19 
Mínima: 31 
Máxima: 86
Cabeça e pescoço: 72,09%
(face: 55,81%) 
Tronco: 16,28%
Membros: 11,63%
“Peles controle”
n=37
Brancos
100%
F: 59.46%
M: 40.54%
Média: 68.89 
Mínima: 49 
Máxima: 92
Cabeça e pescoço: 64,86%
(face: 51,35%) 
Tronco: 18,92%
Membros: 16,22%
p-valor - 0,7604* 0,0967** 0,7654*
* teste Qui-quadrado; ** teste de Mann-Whitney
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6. CONCLUSÕES
Assim como os critérios já descritos para a distinção entre LM/LMM e HM, 
o índice de proliferação melanocítica, por meio de dupla marcação (Ki67+MelanA), e  
a densidade vascular, estimada pela gratícula de Chalkley com o CD31 ou CD105, 
não se mostraram isoladamente decisivos para esta finalidade em áreas restritas de 
pele. No entanto, encontramos indícios que permitem concluirmos que a presença 
de  neovascularização  demonstrada  pelo  CD105,  bem  como  de  melanócito  em 
proliferação (Ki67+/MelanA+), pode ser considerada como achado suspeito para LM/ 
LMM.  Estes  resultados  podem  auxiliar  no  seu  diagnóstico  diferencial,  de  forma 
semelhante  aos  achados  histológicos  previamente  descritos,  possivelmente 
ampliando a acurácia da análise microscópica, quando avaliados conjuntamente. O 
diagnóstico definitivo entre HM e MM, na delimitação e avaliação da margem lateral 
de  LMs/LMMs,  deve  levar  em  consideração  o  conjunto  de  achados  suspeitos. 
Idealmente,  quando  possível,  recomenda-se  comparação  com  amostra  de  pele 
fotodanificada do mesmo indivíduo, livre de lesão, para se ter ideia do padrão de HM 
do  mesmo,  e  tentar-se amenizar  o  efeito da  grande sobreposição dos  achados  
suspeitos de LM já descritos, bem como os aqui estudados, com os da HM na pele 
danificada pelo sol.
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8. ANEXOS
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